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ГЕНЕТИЧЕСКОЕ ИЗУЧЕНИЕ МУТАНТОВ ХЛАМИДОМОНАДЫ, 
НАКАПЛИВАЮЩИХ ПРОТОПОРФИРИН IX 
Е. М. ЧЕКУНОВА, К. В. КВИТКО 
В настоящее время усилия многих биологов направлены на созда-
nii!- и ; ; а ммов-продуцентов биологически активных веществ, используе­
мых и медицине, сельском хозяйстве и промышленности. К таким ве-
i i K x i i i . i M несомненно относятся порфирины. Порфирины — окрашенные 
тет рапиррольные соединения; в комплексе с металдами они широко 
распространены в природе — это гемоглобин, хлорофилл и его предше­
ственники, витамин Вц, ферменты: каталазы , пероксидазы, цитохромы. 
В один класс с порфиринами крови и зеленого листа входят синтети­
ческие красители ряда фталоцианинов, применяемые в промышлен­
ности. 
Протопорфприн IX является общим предшественником гем.т и хло­
рофилла. Его ме!аллопроизводные широко используются в ом нческнх 
и фотохимичп к их исследованиях, а также в качестве катализаторов 
В химической промышленности. Таким образом, с одной стороны су-
т е с Iну- i практическая потребность в значительных количествах прото-
иорфнриж! IX. а с другой — принципиальная возможность получения 
этого вещества в результате жизнедеятельности различных живых су­
ществ. Так, известны мутанты кишечной палочки [12] , дрожжей [18] 
и фотосинтетирующих организмов: водорослей [15, 23] и высших ра-
• тс iiiiii | 2 б | , накапливающих протопорфприн. 
У одноклеточной зеленой водоросли Clilamydomonas reinhardhi 
мутанты, накапливающие протопорфирин, были получены и описаны 
многими исследователями [20] , [ 6 ] , [15, 23] и [2, 10, 21]. Накопление 
порфпрпновых пигментов — результат блока в синтезе хлорофилла. 
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Применение генетических методов при изучении этих мутантов позво­
лило выявить гены, детерминирующие отдельные этапы биосинтеза хло­
рофилла (рис. 1), и показать, что накопление протопорфирина обуслов-
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Рис. I . Схема биосинтеза тема и хлорофилла у хламидомонады [по]. 
Справа на с х е м , перечислены мутации, а а т р а г п в а ю щ н е с о о т в е т с т в у ю щ и е этапы пути б и о с и н т е з а 
хлорофилла. А Л К — -а м п н е л с в у л и н о в а я кислота, П Х Л Д — п р о т о х л о р о ф и л л н д , Х Л Д — х л о р о ф и л -
лнд; ХЛ а'б DK — х л о р о ф и л л а/б белковый комплекс , ПП-1Х — протопорфирин I X ; ГЛ — г л у т а м а т . 
лено нарушением процесса встраивания магния в молекулу протопор­
фирина IX. Коллекция таких мутантов создана в лаборатории генетики 
микроорганизмов Биолог. Н И И ЛГУ. Их изучение позволило иденти­
фицировать мутации chl l и lts3 [ 7 ] , огЗ, ог13 [ 2 ] , ог2/5 [10] и пока­
зать монотонный характер их наследования, через оба типа спаривания 
[1, 7 ] , а т а к ж е было выяснено, что у штамма Н19 из этой коллекции 
интенсивное накопление порфирина обусловлено взаимодействием двух 
мутаций chl l и modl9 [3J. Д л я этого штамма продемонстрирована 
принципиальная возможность получения значительных количеств про­
топорфирина [8] при его культивировании. Исследование аналогичных 
светочувствительных, накапливающих протопорфирин мутантов хлами­
домонады позволило В. Т. Вангу [15, 23] выявить несколько ядерных 
генов brs-1, brs-2, brc-1 и grc-1, мутации в которых приводят к накоп­
лению пигмента. Несомненная практическая значимость таких мутан­
тов привела пас к необходимости их дальнейшего генетического изу­
чения. 
Материалы и методы. В работе были использованы штаммы 
СМ. reinhardtii пз Петергофской генетической коллекции водорослей |5] 
и их рекомбпнанты, полученные в ходе работы. Тест на комплемента­
цию проводили методом мпкроспектрофотометрирования гамет и моло­
дых зпгот. разработанным для хламидомонады [ 1 , 11], на приборе 
МУФ-5. Д л я количественной оценки содержания хлорофил.тов исполь­
зовали величину л = о—, где значение экстинкции, характеризующее 
накопление хлорофиллов ( Е 4 4 0 ) , отнесено к Е 5 6о, которая служит мерой 
светорассеяния. Скрещивания и тетрадный анализ осуществляли по ме­
тодике, описанной А. В. Столбовой [по 4 ] . Использовали следующие 
химические мутагены: М-метил-^-питро-Ы-нитрозогуаннднн ( М Н Н Г ) , 
2-амино-6Г\1-гидроксиламинопурин (АГАП) и диэпоксиоктан (ДЭО) 
Оценку частоты ревертирования проводили в спот-тестс по методу 
Айера и Шибальского, внося вещества на дисках фильтровальной бу­
маги в центр чашки Петри, на которую предварительно наносили сус­
пензии клеток в концентрации 107 клеток в миллилитре репликатором 
упорядоченного посева. Частоту ревертирования оценивали по формуле 
а = Р / М , где Р — число появившихся клонов ревертантов, а М — коли­
чество клеток мутанта. В работе использовали следующие стандартные 
количества мутагенов, наносимых на чашку с культурой клеток-
М Н Н Г — 10 мкг, Д Э О — 1 мкл, АГАП — 20 мкл 1%-ного раствора. 
Результаты. Д л я генетического анализа мутантов (выявления ал-
лельных взаимоотношений) применяли два традиционных теста: ком-
плементационный и рекомбинационный. 
Комплементацию изучали методом микроспектрофотометрирования 
молодых одно-двухднев­
ных зигот, который по­
зволяет получить кон­
трастную характеристику 
отдельного фенотипа — 
хлоропласта (рис. 2). 
Хлоропласты мутантных 
гамет и зигот характери­
зуются резким уменьше­
нием оптической плотно­
сти в полосе 440 нм, соот­
ветствующей поглощению 
хлорофилла a in vivo по 
сравнению с диким ти­
пом. Включения накоп­
ленного мутантами пор-
фирина имеют пики, ха­
рактерные для протопор-
фирина IX [13] . Количе­
ственная оценка содер­
жания хлорофиллов (К) 
для зигот с различными 
сочетаниями мутаций бес-
хлорофильности, а т акже для их гомо- и гетерозигот представлены в 
табл. 1. Д л я зигот дикого типа и гетерозигот значения К составляют 
8,7 и более и у них нет протопорфирина, а для мутантных гамет и 
гомозигот К не превышают 3, при этом в клетках появляется протопор-
фирин IX в виде крупных скоплений. Уменьшение значений К достовер­
ны (/„,,.„ = 9,5, и Р 0 < 0 , 0 0 5 ) . 
Таблица 1. Комплементация мутаций бесхлорофильности 
Гинппшы 
родителей 
Относительное поглощение света хлорофиллом К ^ - у гамет и :шгот 
ог13 I t t J - I W c l i l l - 1 9 ог2, 5 Диким тип Гаметы 
огИ 3,0 .2.9 8,9 - 9,3 U 2,3 
Its J—122 — 9,0 
1,1 
8,9 8,8 2.0 
ch l l —19 — — 1,3 1,1 8,9 1,1 
огЗ — — 1,7 1,8 9,3 1,7 
or2 .5 — — - - 10,1 1,2 Дикий тип — — — 8,7 7,8 
Восстановление фенотипа дикого типа у гетерозигот позволило нам 
сделать заключение о рецессивности мутаций, приводящих к накопле­
нию протопорфирина IX. Качественная оценка характера взаимодейст-
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. 2. Мнкроспектрофотометрия отдельных моло­
дых зигот и гамет. 
а: 1 — зигота д и к о г о типа. 2 — гомозигота по м у т а ц и и 
ог 13. б: 1 — гамета д и к о г о типа , 2 — м у т а н т н а я гаме­
та (clil /—19). 3 — спектр крупного скопления прото­
порфирина I X . П у н к т и р о м д а н о ф о н о в о е п о г л о щ е н и е . 
вия мутантных аллелей отражена в табл. 2. Все изучаемые мутациц 
распределились по двум группам комплементации: в первую — вхЬдят 
мутантные аллели lts3-122 и ог13, во вторую — chll-19, ог2/5 и огЗ. 
Таким образом, нарушение синтеза хлорофилла, приводящее к накоп­
лению порфирина, обусловлено мутационными повреждениями в двух 
генетических локусах ch l l и lts3. Мутанты по этим генам имеют фено-
типические различия. Так, chl 1-мутанты практически не имеют хлоро­
филла, тогда как мутация в гене lts3 обусловливает способность к на­
коплению некоторого количества хлорофилла при росте на слабом 
свету. 
Таблица 2. Результаты комплементационного и рекомбинационного тестов 
Мутации ог13 HS3-122 j c h l l - 1 9 огЗ ог2;5 brs-l 1 Дикий ТИП 
ог13 4- 4- + + 
18,4% 41,0% 44,296 43,5% 
lts3— 122 — + + + + А. 23,5 % 31,5% 32,4% 
chll-19 — — — — + < 1,5-10-4 < 3,9•КГ-' < 1,8- Ю 1 ' 1,2.10"' 
огЗ — — — + 
< 1,4.10-J < 1,1-10-* 
ог2/5 + 
Ьгс-1 < 1,6-104 
П р и м е ч а н и е . «—» — означает отсутствие, а « + » — наличие комплементации. 
В скобках — частоты рекомбинации. 
Рекомбинационный анализ показал, что мутации, принадлежащие 
к разным группам комплементации, рекомбинируют свободно, т. е. не 
сцеплены между собой (табл. 2) . Кроме того, вовлечение в рекомбина­
ционный анализ мутантов brs-l п Ьгс-1 показало отсутствие рекомби­
нации в зиготах brs/chll (частота рекомбинации меньше 1 ,2-Ю - 4 ) и 
brc/lts 3 (частота рекомбинации меньше 1 ,5 -Ю - 4 ) , и свободную реком­
бинацию при сочетании brs/lts3 (частота рекомбинации 43,5%). 
Тетрадный анализ подтвердил описанный ранее моногенный харак­
тер наследования обеих мутаций [2, 7 ] . Д л я их картирования мы скре­
щивали мутанты, накапливающие протопорфирин и их рекомбинанты 
с множественно-маркированными линиями хламидомонады. Результаты 
тетрадного анализа (табл. 3) свидетельствуют об отсутствии сцепления 
Таблица 3. Тетрадный анализ Its2- и chll-мутантов 
Мутации, группа сцепления и 
расстояние от центромера Hs3 y.' chll X* 
msr — 1, 1 [43] 9 3 :13 6,80 5:11 :27 2,25 
act2, VI [44] 7 3 : 17 1,94 25: 12:43 12,30 
i56 cM) 
mt, VI [371 8 9: 16 5,60 —• 
Шс13, X [81 3 5: 12 4,00 7 : 9 : 9 11.02 
pf2: VI [2] ' 7 7: 18 1,27 15:14:41 2,11 
П р и м е ч а н и е . В таблице даны соотношения тетрад родительского (Р) , неро¬
Дительского (N) дитипов и тстратипов (Т). В скобках — расстояние в сантиморга-
нах. 
мутации lts3 с маркерами I , V I , X, X I rpjmn сцепления, хотя отсутствие, 
сцепления с маркером msr-1 (1-я группа сцепления) требует уточнения, 
к тому же она не сцеплена со своей центромерой. Что касается мута-
Дии c h l l , то она не проявляет сцепления с маркерами I , X и X I хромо­
сом и со своей центромерой. В сочетании с мутацией act2 V I группы 
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сцепления P > N и Т < 2 / 3 , что может быть результатом слабого сцеп­
ления (56 сМ) chl l -локуса с маркером левого плеча V I хромосомы. 
Следует отметить, что в мейозе зигот с их участием наблюдается нере­
гулярное расхождение правого плеча V I хромосомы (локус типа спари­
вания mt ) , которое выражается в дефиците рецессивного класса—mi-f. 
Так, если рассматривать потомство в тетрадном анализе как случай­
ную выборку зооспор, доля зооспор m t + составляет лишь 14,5%. 
Стабильность мутантных штаммов и природу мутационных нару­
шений мы предполагали выяснить, изучая ревертирование мутантов к 
дикому типу под действием различных по специфичности мутагенов: 
нитрозогуанидина ( М Н Н Г ) , 2-амино-6М-гидроксиламинопурина (АГАП) 
и диэпоксиоктана ( Д Э О ) . М Н Н Г — неспецифичный для хламидомона­
ды супермутаген, АГАП вызывает генные мутации типа' замены пар 
оснований [22] , а Д Э О индуцирует хромосомные перестройки у нейро-
споры [17] и дрожжей . 
Мы отбирали и анализировали темно-зеленые ревертанты, посколь­
ку именно в случае истинно-обратных мутаций следует ожидать пол­
ного восстановления синтеза хлорофилла и утраты способности накап­
ливать протопорфирин. Оценка частот появления ревертантов дана в 
табл. 4. Мы не изучали ревертирование НэЗ-мутантов, поскольку их 
Таблица 4. Встречаемость темно-зеленых ревертантов 








мости ( Ю - * ) 
(ппнтанных 
p - uen i ач гов 
Частота иочникновепия рсиертантпв (10 
и н д у ц и р о в а н и и * мутагеном; 
М Н Н Г ДЭО АГАП 
784-3 chll - 1 9 1 < 0 . 1 7 13 0 0 
783—6 chll - 1 9 ; •5,51 80 0 0 
chll—19 
Д - 1 9 - 1 4 chll —19 2 < 0,2 ) 0,42 о О 
Д-2/5—16 c h l l - 2 5 1 < 1,20 0 0 
14.30 -'>0б chll - 3 1 < 0 48 23 6 0 
1430-23а chll - .3 1 < 0,59 13 0 0 
494/3 c h l l - 3 1 < 1,10 16 0 0 
i..n• I к 11 при освещении способны размножаться и при этом накапливать 
некоторое количество хлорофилла. Данные таблицы демонстрируют, что 
у штаммов с мутацией в локусе ch l l частоты встречаемости спонтан­
ных ревертантов варьируют в пределах от 55 до значений, меньших 
1,7-10~9, что на несколько .порядков ниже величины 10~°, описан:1 at 
для локусов с точковыми генными мутациями. Все штаммы оказан: ь 
стабильными при размножении, и ревертанты не появлялись при дости­
жении численности I 0 - 1 клеток. Исключение составляет гаплоид 783-6, 
генотипический фон которого, вероятно, благоприятствует проявлению 
супрессоров. Эти различия гаплоидов 783-6 и 784-3 сохраняются и п?:< 
индуцированном мутагенезе. Еще белее высокой стабильностью обла­
дает диплонд D-19 14, частота индуцированных ревертантов у него на 
два порядка ниже чем у гаплоидов. Из трех выбранных мутагенов э 
фективпо индуцирует тн мне-зеленые ревертанты только один — нитро 
зогуаннднн; частом,! индукции составляют для гаплоидов 13—8-10"', 
а для диплопда —- 4 , 2 - l ( h ' J . Диэпоксиоктан оказался эффективным толь­
ко для одного штамма и при этом обнаружил сильное летальное дея-
стви" на клетки хламидомонады 
Для выяснения генетической природы ревертантов мы скрещивали 
их со штаммами дикого типа и анализировали потомство методом се­
мейного анализа (табл. 5). Выщепление сегрегантов, накапливающих 
протопорфирин, в потомстве от скрещивания двух зеленых культур 
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указывает, что полное восстановление синтеза .хлорофилла обусловлено 
мутацией в супрессорных генах. Супрессорная мутация не проявляет 
тесного сцепления с исходной мутацией — частоты появления накапли­
вающих порфирин оранжевых рекомбинантов составляет для диплоид-
Таблица 5. Гибридологический анализ ревертантов 
Генотип мутанта, 
от которого получен 
ревертант 
Генотип 
HTOOOi 0 Плпмдносгь 
Встречаемость семей p 
нантного фенотипа 
екомби-
родителя JHI'UT. 1 орлнж. бел. |.арлнки 
с; 111 -19 Ml- 23 41 
chl 1-3 chl + 14,2 0 
chi! - t f > 
chll - 19 chl!
4" 3 0,44 73 
с h 11 — :9 
chll - 1 9 
chl l + 
chl1 + 4 
2,42 0 
пых зигот 14 и 23%, а в тетраплоидном расщеплении — 2,4%, т. е. не 
являются внутригеиными изменениями. Наряду с оранжевыми мы на­
блюдали появление белых карликовых колоний в потомстве ревертан­
тов, несущих мутацию chl l как в гаплоидном, так и диплоидном набо­
рах хромосом, однако их не было при расщеплении дуплекса chl 1-19 
c h l l - 1 9 / + + . 
Обсуждение. Генетическое изучение бесхлорофильных, накапли­
вающих порфирины мутантов зеленой водоросли хламидомонады пред­
ставляет интерес как в плане создания с использованием генетических 
методов высокопродуктивных штаммов-продуцентов порфирина, так и 
для изучения путей и регуляции биосинтеза хлорофилла и биогенеза 
хлоропласта. Накопление ограниченных количеств пигментов-пред­
шественников в случае всех бесхлорофильных мутантов хламидомона­
ды [23, 24, 25] позволило предположить [25] , что подавление синтеза 
предшественников осуществляется пс принципу обратного ингибирова-
ння синтеза исходного субстрата промежуточными продуктами биосин­
теза (на рис. 1 пунктиром обозначена обратная связь) . В. Т. Ванг 
с соавт. предполагают, что предшественник хлорофилла — протохлоро-
ф п л л н д — после достижения определенного количественного уровня 
способен репрессировать синтез б-аминолевулиновой кислоты (6 -АЛК) . 
Были описаны мутации mod-19 [3] и г-1 [24] , которые приводят к. по­
нижению уровня содержания хлорофилла и уменьшению активности 
АЛК-синтетазы до 40%. При объединении мутаций г-1 с brs-1, brc-1, 
brc-2 и у-1 , у двойных мутантов наблюдали увеличение количества про-
топорфнрина примерно в 20 раз по сравнению с исходными мутантами. 
Такие же результаты получали, объединяя мутации mod-19 с chl-19 и 
11s3-122 [ 3 ] . Аналогичный эффект достигался в обоих случаях и при 
введении внешней Л-А Л К, что снимало лимитирующее действие АЛК-
сннтетазы [25] . Вероятно, г-1 и аналогичная ей mod-19 — регуляторные 
ядерные мутации, которые делают АЛК-синтетазу нечувствительной к 
обратному ингибированию. Именно такая комбинация условий — избы­
ток АЛ К и использование штамма Н-19 — двойного мутанта ch l l 
mod 19 позволили получить высокий выход порфирина [ 8 ] . 
В ходе нашей работы было выяснено, что блокирование спите ia 
хлорофилла на стадии встраивания магния в молекулу протопорфирина 
IX, приводящее к накоплению этого предшественника, обусловлено 
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ядерными рецессивными мутациями в двух локусах ch l l и lts3, соответ­
ствующих ранее описанным генам brs-1 и brc-1. Мутации обеих групп 
различаются по своему фенотипическому проявлению. Так, аллельные 
brs-1 и chl l -мутанты практически не содержат хлорофилла, накапли­
вают протопорфирин IX и гибнут на свету, a brc-1 и lts3 — условные 
мутанты, так как способны зеленеть на слабом свету. Эти результаты 
подтверждают предположение [23] , что превращение протопорфирина 
IX в магний-протопорфирин IX у хламидомонады осуществляется от­
дельно на свету и в темноте (рис. 3) . Согласно этой гипотезе, brs(chl) 
локус кодирует фактор, существенный для обоих — светового и темно-
вого ферментов, например фактор активации магния или нарушение 
в структуре мембран пластид, которое приводит к нарушению хеляции 
магния [15] . Ген brc (lts3) кодирует темповое превращение протопор­
фирина IX в магний-протопорфирин IX, а локус grc-1 контролирует 
световую реакцию этого превращения. 
Биохимическое изучение белков хлоропластных мембран пигмент­
ных мутантов хламидомонады [16] показало, что у штамма Н-122 с 
мутацией в локусе lts3 блокирован светоиндуцированный процессинг 
белка с молекулярным весом 29,500 светсобирающего комплекса, а с 
мутацией ch l l авторы связывают отсутствие в тилакоидных мембранах 
белка 55000 П Б Л К 1. 
Механизм внедрения магния в протопорфирин IX пока неизвестен, 
а фермент магний-протопорфирин-хелатаза не выделен. Однако пока­
зано, что фермент проявляет активность in vitro только в присутствии 
интактных пластид [19] , т. е. встроен в мембрану. Таким образом, на­
рушение хеляции магния в результате мутации c h l l , очевидно, проис­
ходит в результате изменения белковой структуры фотосинтетических 
мембран хлоропласта. 
Моногенный характер наследования мутаций, приводящих к на­
коплению порфирнна, подтверждает предположение о ядерном контроле 
биосинтеза хлорофилла [25] . 
Отсутствие мутагенного действия АГАП, специфично вызывающего 
точковые' мутации типа замены пар оснований [22] , и малые частоты 
спонтанного ревертирования позволяют предполагать, что мы имеем 
дело не с точковыми генными мутациями, к тому же нам не удалось обна-
ружпть случаев истинно обратных мутаций. Генетический анализ ре-
нертднтой показал, что восстановление пигментов до уровня, прису­
щего дикому тину, обусловлено мутациями в су и рессорных генах. Ано­
малии в расдои киши маркера ml левого плеча V I группы сцепления, 
обнаруженные при тетрадном анализе для мутации гена c h l l , также 
могут быть H I голковвцы в пользу предположения о хромосомных пере­
стройках v штаммов носителей данной мутации. Появление белых 
карликовых колоний в потомстве chl 1-19-ревертантов, вероятно, в ре­
зультате хромосомного дисбаланса также подтверждает это предполо-
Рис. 3. Модель генетического контро­
ля превращения протопорфирина в 
Mg-протопорфирин ( П П - i - M g n n ) . 
Т — т е м н о т а ; С — свет. 
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жение. Однако хромосомные нарушения в мейозе не являются прямым 
эффектом мутаций в локусе c h l l , так как для штамма chl l -З мы не 
наблюдали выщепления белых карликов. 
Выводы. 1. У хламидомонады нарушение синтеза хлорофилла, 
приводящее к накоплению протопорфирина IX, обусловлено мутациями 
в двух генетических локусах: chl l и lts3, свободно рекомбинирующих 
между собой. При этом локус lts3 блокирует темповое превращение 
протопорфирина IX в магний-протопорфирин IX, a chl l контролирует 
этот процесс как в темноте, так и на свету. 
2. Штаммы, несущие мутацию c h l l , демонстрировали высокую ста­
бильность— частота встречаемости спонтанных ревертантов у них ниже 
величины 10~9- Индукция реверсий нитрозогуанидином позволила вы­
явить, что наибольшей стабильностью обладает диплоидный штамм 
Д-19-14, его мутабильность на два порядка ниже, чем у гаплоидов. 
Обнаруженные межштаммовые различия частот спонтанного реверти-
рования, вероятно, обязаны генотипическому фону рекомбинантов. 
3. Генетический анализ ревертантов от chl 1-мутантов показал, что 
восстановление синтеза хлорофилла до уровня, присущего дикому типу, 
обусловлено действием супрессорных мутаций. 
Summary 
Protoporphyrin IX (РР IX) is a common precursor in biosynthesis of heme and 
chlorophylls. It has been applied widely: metalloprotoporphyrin IX derivatives are 
used as specific pigments in optic and photochemical research, as biocatalysts — in 
chemical industry. 
The mutants of the green algae Chlamydomonas with blocks in chlorophyll bio­
synthesis were studied. The forms were found, which stopped the insertion of magne­
sium into РР IX. This mutants are able to accumulate РР IX in ammounts near to 
chlorophyll contents in wild type cells. The two loci were found: chll and lts3 (allelic 
to brcl and brsl described by W.-Y. Wang): the first controls light reactions as well 
as dark ones, the lts3 mutations are leaky blocks of dark reactions. A regulatory loci 
modl9 was able to increase accumulation of PPIX. Al l three allels of chll are stable. 
The reasonable way to get producents is the construction of strains with a combination 
of chll and modl9 mutations. 
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